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RESUMO

Os Biomateriais s@o substancias biocompativeis e biofuncionais que podem ser usadas por um periodo de tempo
e idealizadas para substituir, no todo ou em parte, sistemas biolégicos. Usualmente séo classificados em funcéo
da sua origem, do seu mecanismo de acdo, do seu comportamento fisiologico e de acordo com a sua natureza
quimica. As proteinas quinases sdo enzimas que tém como funcdo catalizar o processo de fosforilacdo de
proteinas através da transferéncia de um grupo fosfato de adenosina de trifosfato. Um dos focos principais da
relacdo entre as proteinas quinases e a engenharia de biomateriais sdo as quinases de adesao focal (FAKS). As
FAKs sao receptores de tirosina quinases localizadas no citoplasma e conectadas as integrinas que influenciam
modificacdes no citoesqueleto e estruturas de adeséo celular, podendo ser uma das ferramentas no processo de
sinalizacdo e resposta, na area de engenharia de biomateriais. Varios materiais, como o colageno, quitosana e
bioceramicas estdo sendo utilizados nestes testes de adeséo celular com o objetivo de obter novos biomateriais.

Palavras-Chave: Bioengenharia, enzimas, fosforilacéo.

ABSTRACT

The biomaterials are biocompatible and biofunctional substances that can be used for a period of time and devised
to replace, in whole or in part biological systems. They are usually classified according to their origin, mechanism of
action, physiological behavior and chemical nature. The protein kinases are enzymes which catalyze the process of
protein phosphorylation by transferring a phosphate group of ATP. A major focus of the relationship between
protein kinases and biomaterials engineering are the focal adhesion kinase (FAKs). The FAKs are tyrosine kinase
receptors located in the cytoplasm and connected to integrins that influence changes in the cytoskeleton and cell
adhesion structures, and can be one of the tools on the signaling and response process in biomaterials
engineering. Various materials, such as collagen, chitosan and bioceramics are being used in these cell adhesion
testing in order to obtain new biomaterials.

Keywords: Bioengineering, enzymes, phosphorylation.
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BIOMATERIAIS

Biomaterial compreende qualquer
substédncia ou combinagdo de substancias de
origem natural ou sintética, que possa ser usada
por um periodo de tempo, idealizada para substituir,
no todo ou em parte, sistemas biolégicos que
deixaram de ter suas fun¢des (WILLIAMS, 2009;
KEANE & BADYLAK, 2014). A busca incessante
por materiais que possam ser utilizados em
reconstrucdes dos tecidos tem recebido grande
atencdo por parte dos pesquisadores, isso devido
aos bons resultados que os mesmos vém obtendo
nos ultimos anos.

Usualmente 0s biomateriais séo
classificados em funcdo da sua origem, do seu
mecanismo de acdo, do seu comportamento
fisiologico e de acordo com a sua hatureza quimica.
Quanto a sua origem podem ser classificados em
aloplaticos, alégenos, xendégenos e autdégenos
(LUCIANI, SANTINI & MAZZUCCO, 2007; CHEN &
LIU, 2015; QIZHI & THOUAS, 2015). Enquanto que
sua natureza quimica os classifica em naturais e
sintéticos. Os naturais tém grandes vantagens em
relacdo aos sintéticos, pois apresentam baixa
resposta inflamatdria e toxicolégica, facilidade de
serem combinados em compdsitos com outro
material natural ou sintético e de serem degradados
naturalmente pelas enzimas. Como exemplos de
biomateriais naturais destacam-se o colageno
purificado, as fibras proteicas, os polissacarideos
(quitosana) e os tecidos tratados, além da
hidroxiapatita, &cido hialurénico, polipepetidios,
glicosaminoglicanas, alginato e fibronectina
(CHUNG et al.,, 2011; CHEN, 2015). E sintéticos
nas formas de metais, ceramicas, polimeros ou
compdésitos (OKAMOTO & JOHN, 2013; PASCUAL-
GIL et al., 2015).

Os biomateriais devem apresentar as
funcdes para as quais foram desenvolvidas, dentre
estas serem biocompativel e biofuncional. A
biocompatibilidade refere-se a habilidade que o
material tem de desempenhar um efeito satisfatorio
gquando em contato com 0 organismo vivo, com
resposta apropriada do tecido hospedeiro em
determinada aplicacdo (VON DER MARK & PARK,
2013; CHATTOPADHYAY & RAINES, 2014). J4 a
biofuncionalidade esta relacionada as propriedades
mecanicas, térmicas, quimicas e fisicas, dentre
outras, que habilitam um implante a desempenhar a

funcdo esperada (PRADHAM et al, 2015;
ZAVAGLIA & PRADO DA SILVA, 2016).
(@] biomaterial, como ja descrito

anteriormente, é necessario ter caracteristicas
especificas para que tenham éxito a sua finalidade
nos organismos. Diante disso, a viabilidade de uma
atencdo maior para as propriedades do biomaterial

€ de suma importancia. Assim, a presenca destas
varias propriedades deve ser avaliada durante a
escolha para sua aplicacdo. Abaixo seguem
algumas propriedades (OLIVEIRA & MANO, 2014;
PASCUAL-GIL et al, 2015; QIZHI & THOUAS,
2015; HEDAYATI et al., 2016):

¢ Micro ou nano estrutura e morfologia que pode
sugerir um aumento na reatividade das interagoes;

e Macro, micro ou nano porosidade que tera
influéncia diversificada nos organismos;

e Cristalino ou amorfo promovendo interacfes
diferenciadas nos organismos;

¢ Energia e topografia da superficie;

e Tendéncia hidrofébica ou hidrofilica que pode
dificultar ou facilitar a interagdo com os organismos;
o Resisténcia a ensaios mecanicos de tracao,
compressao, elasticidade, dureza, fragilidade e
tenacidade que dependera do tipo de aplicacéo;

o Propriedade o6ptica fundamental como uso de
lente;

e Ponto de fuséo para determinar qual temperatura
passara de sélido para liquido;

e Condutividade elétrica verificando se conduz ou
nao eletricidade;

e Resisténcia a corrosdo e a degradacao
avaliando se o processo é lento ou rapido;

e Baixa toxicidade;

Diante disso, por meio da analise detalhada
dessas propriedades, juntamente com o
desempenho que tera nos organismos, sera
indicada ou mitigada a sua aplicacao.

O biomaterial tanto sintético como natural,
limita a sua aplicacdo as propriedades que possui,
logo para metais como titanio, niébio, vanadio e/ou
ligas metalicas por terem alta condutividade
térmica, tenacidade, dureza, elasticidade,
ductibilidade, resisténcia a abraséo, a fratura e a
fadiga € adequado para uso em reconstituicdes
esqueléticas ou implantes dentarios (MAHAPATRO,
2015; GODA et al.,, 2016; RUNINOV & COHEN,
2016).

As bioceramicas, por sua vez, apresentam
elevada biocompatibilidade, bioatividade,
biodegrabilidade e a compressdo, permitindo,
assim, seu uso em enchimento dsseo, revestimento
dentario e de prbétese de metal, tendo destaque
para a hidroxiapatita, com a desvantagem de baixo
modulo de elasticidade, baixo limite de resisténcia
mecanica, dentre outras (ANDREIOTELLI, WENZ &
KOHAL, 2009; SABREE, GOUGH & DERBY, 2015).

Os biopolimeros por terem alta resiliéncia,
facil producéo e baixa densidade, permitem seu uso
na producdo de cateteres, vélvulas cardiacas e
coracdo artificial, préteses maxilofaciais, lentes de
contanto, membranas de dialisadores e
oxigenadores, dentre outras aplicac6es. Sendo que,
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0s principais polimeros utilizados sao resina
epoOxida, poliéster, polietieno alta densidade,
politetrafluoretileno, poliacetil, poliueretanas,
siliconas, poliamidas, tendo como desvantagem, a
baixa resisténcia mecanica e a facil degradacgédo
com o passar do tempo (ALMODOVAR et al.,
2014; RAl et al., 2015).

Outros biomateriais sdo os compdsitos por
apresentarem propriedades de relevancia quando
relacionada as dos constituintes individuais, como
exemplo, a resina colageno com fosfato de calcio,
dentre outros, como aplicacdes biomédicas (BUI et
al., 2010; JIANG et al., 2011).

Além destes, outros biomaterias que tem
aumentado interesse sdo 0s nanocompdsitos por
possuirem propriedades significantes quando
comparado com os biomateriais convencionais.

PROTEINA QUINASES
2.1 Definicdo

Eventos de fosforilagdo séo essenciais para
um grande numero de processos celulares. Esses
eventos sdo catalisados por enzimas conhecidas
como quinases.

As proteinas quinases (PKs) possuem a
funcéo de transferir grupos fosfatos das moléculas
de adenosina trifosfato (ATP), e em casos
excepcionais de guanosina de trifosfato (GTP) para
proteinas alvos, alterando suas atividades como
resultado (SCOTT & PAWSON, 2009; TURNHAM &
SCOTT, 2016). A fosforilagdo de uma proteina alvo
leva a ativagdo de vias de transducao de sinais que
desempenham um papel importante na maioria dos
processos bioldgicos (HORNBECK et al., 2012). A
transducao de sinais é o processo pelo qual sinais
extracelulares e intracelulares sdo enviados para
toda a célula e para o nucleo. Dessa forma, as PKs
desempenham um papel crucial nas vias de
sinalizagdo intracelulares que regulam o
crescimento,  diferenciacdo, desenvolvimento,
adesdo, funcbes e morte célula (GONZALEZ DE
CASTRO et al., 2013).

Uma série de respostas celulares mediadas
por receptores e vias metabdlicas podem ser
ativadas e desativadas pelas PKs ou fosfatases
(enzimas que removem  grupos fosfato)
intracelulares. As PKs e as fosfatases, por sua vez,
sdo reguladas por sinais bioquimicos extrinsecos,
tais como horménios e fatores de crescimento.

As PKs compdem a maior familia de
proteinas dos seres eucariontes e, estima-se que
no genoma humano existam cerca de duas mil PKs.
Essas proteinas foram primeiramente descrita em
1959 por Edwin Krebs e Edmond Fischer e, desde
entdo, diversas pesquisas visando compreender a

importancia e o0 mecanismo de acdo dessas
proteinas tem sido realizadas (JHOTI & LEACH,
2007; CHEN et al., 2015).

2.2 Classificacéo e Estrutura

As Pks sao divididas em moléculas que
fosforilam proteinas em residuos Tyr (tirosina-
quinases-PTKs), Ser e Thr (serina/treonina-
guinases).

2.2.1 Proteinas Tirosina-quinases

Devido a organizagéo celular diferenciada,
as PTks sdo divididas em proteinas tirosina
quinases receptoras (RTKs) e proteinas tirosina
guinases nado receptoras (NRTKs). Exemplos de
RTKs sdo o receptor de insulina e receptores de
fatores de crescimento. Enquanto que as NRTKs
sdo representadas pelas proteinas Btk, Syk,Fak e
Src (OLIVEIRA & MANO, 2014).

As RTKs compartiiham uma organizagéo
estrutural comum: um dominio N terminal
extracelular de ligagdo ao ligante, uma Unica a-
hélice transmembrana e um dominio citosolico C
terminal com atividade tirosina quinase (HERBST,
2004; ROSKOSKI-JUNIOR, 2015). Até agora, mais
de 50 RTKs foram identificadas, sendo a maioria
constituida de polipeptidicos Unicos, embora o
receptor de insulina e alguns receptores
semelhantes sejam dimeros constituidos de
cadeias polipeptidicas (CHEN et al., 2016). A
ativacdo inicia com a ligacdo de ligantes aos
dominios extracelulares desses receptores que, por
sua vez, ativa seus dominios citosolicos quinase,
resultando tanto em fosforilagdo dos proprios
receptores como das proteinas-alvo intracelulares
gue propagam o sinal iniciado pela ligacdo do
ligante (GOTINK & VERHEUL, 2010). Devido a
importancia biolégica das RTKs nos processos de
sinalizacdo celular, a sua atividade catalitica deve
ser controlada rigorosamente. Alguns dos
processos de regulacdo dessas proteinas sao
realizados pelo dominio quinase, pois o0 estado de
fosforilagdo controla a  atividade quinase
diretamente (MOROTTI et al., 2013).

As NRTKs tem localizagdo citoplasmatica e
apresentam grande variabilidade estrutural.
Possuem um dominio quinase e frequentemente
varios dominios sinalizadores adicionais ou dominio
de interacdo proteina-proteina. Os dominios de
interac@o proteina-proteina mais conhecidos sao:
SH2 (dominio de homologia a src 2), SH3 (dominio
de homologia a src 3) e PH (dominio de homologia
com a pleckstrina) (BAIRD et al., 2005; SETTE et
al., 2012).

Boletim Informativo Geum ¢ Informative Geum Bulletin
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal do Piaui
http://www.ojs.ufpi.br/index.php/geum/



2.2.2 Proteinas Serina-Treonina Quinases

As Proteinas Serina-Treonina Quinases
formam um grupo de enzimas que catalisa a
fosforilagdo de serina ou treonina em proteinas,
com ATP ou outros nucledtidos como doadores de
fosfato. Dentre essas proteinas destacam-se a
Proteina Quinase A (PKA), C (PKC) e a
Dependente de Ciclina (CDK).

As PKA sdo proteinas tetraédricas,
compostas por duas subunidades que atuam
regulando a atividade das outras duas subunidades
gue compdem as PKAs, as cataliticas. Assim, a
ligagdo de quatro moléculas de monofosfato de
adenosina ciclica ou AMPc, distribuidas em duas
moléculas para cada subunidade reguladora,
diminuem a afinidade existente entre as
subunidades reguladora e catalitica, levando a
dissociacdo entre ambas e consequentemente, a
ativacdo das subunidades cataliticas. Nesta
configuracdo, as subunidades cataliticas podem
fosforilar proteinas (nos residuos de Ser e Thr) tais
como a CREB (proteina reguladora da expressao
génica), a tirosina hidroxilase (enzima envolvida
com a sintese de catecolaminas), a MAP-2
(proteina associada a microtibulo do tipo 2,
envolvida com a definicdo da morfologia celular),
entre outras (TAYLOR et al., 2012).

As proteinas quinase C ou PKC séo
proteinas quinase relacionadas ao sistema de
sinalizagéo intracelular do inositol fosfato. As PKC
sdo Ser/Thr quinases, com multiplas funcgdes,
dentre elas, exocitose e endocitose de vesiculas
sinapticas, plasticidade neuronal, expressédo génica
e regulagdo do crescimento e ciclo celular
(MARTINY-BARON & FABBRO, 2007;
MENCALLHA, CORREA & ABDELHAY, 2014).

O carater versatil da regulacao de proteinas
quinases foi mais estudado para o grupo de
guinases dependentes de ciclina (CDK, cyclin-
dependent protein kinase). A ativacdo das CDK
requer dois eventos. O primeiro refere-se a ligacao
com uma molécula reguladora positiva, a ciclina; e
o segundo, a fosforilagdo de um residuo de treonina
(Thrl60 em CDK2) localizado na algca conhecida
como segmento de ativacdo (MALUMBRES, 2014).

RELACAO DAS PROTEINAS QUINASES
COM OS BIOMATERIAIS

As proteinas quinases séo enzimas que tém
como funcdo acelerar o processo de fosforilagéo de
proteinas através da transferéncia de um grupo
fosforila de ATP. Este processo de fosforilacdo é
responsavel por estimulos extracelulares e
intracelulares, os quais fornecem 0s mecanismos
de controles das atividades das proteinas, desta

forma, as quinases sdo o foco da comunicacao,
regulacédo e transducéo de sinais (COWAN-JACOB,
MOBITZ & FABBRO, 2009; KORNEV & TAYLOR,
2015).

Um dos focos principais da relacdo entre as
proteinas quinases e a engenharia de biomateriais
sdo as quinases de adeséo focal (FAKsS) as quais
se localizam no meio citoplasmatico, conectadas
com as integrinas. As enzimas FAKs fazem parte
da familia dos receptores de tirosina quinase. A
resposta das proteinas integrinas com sinalizadores
guimicos é feita através da fosforilacdo das FAKs, a
qual reflete em mudancas conformacionais
promovendo a integracdo com outras proteinas e
promovendo o mecanismo de transducdo de sinais
(FU et al., 2012; SULZMAIER et al., 2014; ZHANG
& HOCHWALD, 2014). Através das mudltiplas
conexdes moleculares, as enzimas FAKs podem
influenciar o citoesqueleto e estruturas de adesao
celular, podendo assim ser uma das ferramentas no
processo de sinalizacdo e resposta na area de
engenharia de biomateriais, tais como regeneracao
e transplante de tecidos (RAHMANY & VAN DYKE,
2013).

A adesdo de células na superficie de
materiais sintéticos € de suma importancia para
varias aplicacdes biotecnolégicas e biomédicas
(VILMARAIM, PARTRIDGE & SELVAMURUGAN,
2014). Os processos de adesdo e ancoragem de
células na superficie desses materiais podem gerar
varias sinaliza¢des intracelulares desencadeando
atividades de proliferacdo e diferenciacdo celular. A
adesdo de células a superficie do biomaterial é
mediada por camadas de proteinas adsorvidas, tais
como imunoglobulina, vitronectina e fibronectina
(BLONG et al.,, 2010; BORGHI et al.,, 2010). A
guantidade e atividade das proteinas adsorvidas
sdo influenciadas pelo conhecimento das
propriedades de cada substrato utilizado, incluindo
propriedades quimicas e hidrofobicidade. Essas
diferencas na superficie dos substratos utilizados
tem profundo efeito nas atividades celulares,
incluindo ligacdo de receptores de integrina e
subsequentes processos de adesbes celulares
(SUNG et al, 2016). Varios estudos tem
demostrado que a resposta celular € dependente da
superficie quimica a qual foi incorporada as células.
Alguns autores utilizaram monocamadas auto-
organizadas de alcanotiois em ouro como modelo
de substrato com estrutura quimica bem definida e
constituida de grupos OH, NH;, COOH e CHs.
Andlises quimicas demostraram que a superficie
quimica regula a composicao molecular da adeséo
matriz-célula bem com a sinalizagdo da FAK
(KESSELOWSKYA, COLLARD & GARCIA, 2004;
ZHOU et al., 2016). A fosforilagdo de residuos de
tirosinas especificas em FAK mostrou diferente
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sensibilidade na superficie quimica.

A adesdo celular de osteoblastos em
biomateriais € de suma importancia para o0s
implantes a serem utilizados em tecnologia de
reconstituicio de  ossos. Alguns  estudos
demonstram que células osteoblaticas aderem em
biomateriais biodegradaveis com expressdo de
integrina na superficie celular (TANG et al., 2014;
AZEEM et al.,, 2015; ENGLISH et al., 2015). No
entanto, o entendimento do mecanismo de
sinalizacdo molecular ndo é bem esclarecido. Nesta
tecnologia de reconstituicdo de células 6sseas séo
utilizados principalmente polimeros sintéticos
biodegradaveis, tais como acidos polilaticos, acido
poliglicélico e seus copolimeros poly (lactido-co-
glicolide) (PLASA). O controle da adesdo das
células osteoblasticas, nesses materiais, € uma
importante  exigéncia para 0 sucesso de
incorporacdo e implantes em aplicacdes de
regeneracdo de ossos. Além disso, a adeséao
celular na superficie do biomaterial é de extrema
importancia nos subsequentes processos biolégicos
tais como proliferacdo celular, diferenciacdo e
reconstituicao das células 6sseas. A adeséo celular
€ um processo biolégico complexo e é regulado por
mecanismos que modulam a atividade da integrina.
Kevin et al. (2011) descreveram um novo método
para aumentar a adesdo de células osteoblasticas
na superficie do biomaterial biodegradavel para
regeneragdo de 0ssos, neste método foi observado
que a resposta a adesdo celular a superficie do
biomaterial foi feita através do monitoramento da
PKA.

Varios materiais estdo sendo utilizados em
experimentos de ades&o celular com o objetivo de
obter novos biomateriais. Dentre estes, a quitosana
vem sendo utilizada como proposito de
reconstrucao de tecido periodontal. Estudos prévios
tém demostrado que a quitosana pode estimular o
crescimento e reconstituicdo do tecido (LIE, et al.,
2003; VERMA et al., 2011). Este material € bem
tolerado por fibroblasto gengival e um dos estimulos
de proliferacdo das células pode ser detectado
através da fosforilacdo de residuos de tirosinas
especificas em FAK. Desta forma a resposta
sinérgica entre a quitosana e os fatores de
crescimento pode estimular a proliferacdo celular
dos fibroblastos gengivais adsorvido na superficie
do material (SILVA et al., 2013).

O entendimento de tais estudos e
comportamentos tém se tornado cada vez mais
relevante, ndo somente para investigar a
complexidade e compreensdao da ciéncia celular,
mas também pela possibilidade de avancos nas
areas de engenharia, transplantes e regeneracao
de tecidos usando biomateriais como precursores
nestes processos.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, é possivel sugerir que:

v' Os materiais que constituem os biomateriais séo,
na sua maioria, metais, ceramicas e polimeros e
suas combinacfes para melhorar as propriedades
especificas, até em escalas nanométricas;

v Os biomateriais sdo substancias naturais ou
sintéticas e que podem substituir sistemas
biol6gicos no todo ou em parte;

v/ Para uma aplicacdo de biomaterial &€ necessario
determinar as propriedades, se é possivel modifica-
las com intuito de atender a funcdo a qual for
submetida, privilegiando outras propriedades,
dentre elas, a biocompatibiidade e a
biofuncionalidade;

v' As proteinas quinases sdo caracterizadas pelo
processo de fosforilacdo que ativam as vias de
transducao de sinal, permitindo a comunicacgéao intra
e extracelular e controlando vérias fungdes tais
como, adesdao, crescimento e morte celular.

v As proteinas quinases dividem-se em dois
grupos tirosina quinases e serina, e treonina
quinases, que devido a sua organizacdo
diferenciada podem ser receptoras e/ou ndo de
sinais, tendo forte influéncia no processo de adesédo
das células;

v A relacdo quimica do biomaterial com a
superficie da célula é de suma importancia, pois,
por meio disso, ocorrem mudancas conformacionais
gue permitem interacdes capazes de ativar enzimas
responsaveis pela transducdo do sinal, levando a
comunicagdo no citoplasma e, consequentemente,
a atuacdo no processo de adesdo, contribuindo
assim, para uma funcionalidade eficiente.
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